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N一 結合型糖鎖は,蛋 白質中に含まれるアスパ ラギンのア ミド窒素にN一 グリコシル結合 した
オ リゴ糖の一群の総称であり,セ リンやスレオニンに結合 した0一 結合型糖鎖 と並んで,そ の存
在が普遍的に知られている。この糖鎖は,例 えば酵素蛋白質の細胞内移動 シグナル等の生体内認
識過程に関与 しているとされている。また,各 種の疾患,例 えば癌等でその糖鎖構造が変化する
ことが知 られてきたため,近 年盛んに研究されている。
その一次構造の解析の結果,N一 結合型糖鎖 には,基 本共通部分と可変部分があることが明 ら
かとなってきた。その代表的な糖鎖構造をFig.1に 示 した。 しか し,こ の構造 と生理活性との関
連やレクチ ンとの結合性を解明す るためには,一 次構造の他に水溶液中での三次元構造の理解が
欠かせない。個々の糖残基が ℃1の 椅子型構造を取 っていることは,良 く知 られているので問題
となるのは,各 種残基を連結するグリコシド結合の立体配座である。その中でも,特 に不明瞭な
のは,(1-6)結 合であった。そこで筆者はN一 結合糖鎖中の(1-6)グ リコシド結合の立体
化学を明らかにすることを目的とした。
(1-6)結 合は自由回転可能な三つの単結合より構成されており,各 々捻れ角ω,ψ,ψ で定
義される。最初のω角は,Fig.2に 示す三つの安定配座が考えられる。それらは1H-NMRのJ5,
6SとJ5,6Rよ りその角度依存性を利用 して判断することが可能であるが,こ れ にはH-6S
とH-6Rが1H-NMR上 で確実に識別できることが前提条件である。しか しこの識別は近年まで
不可能であったので,結 局配座解析はできなか った。筆者はこの問題をヘキソース6位 のキラル
重水素化によって1H-NMR上 よりH-6Sも しくはH-6Rを 消去 させる方法をっかって解決 し
配座解析を行な った。また,ψ やψ角の解析にはJHHが 使えないのでNOEや 緩和速度R1を 用
いたがこれにもH-6SとH-6Rの 識別は欠かせない。




化モデルグリコシドやオリコ糖 を合成 した〈第三章〉。最後に,こ れ らのキ ラル重水素化モデル
オ リゴ糖を用いて高磁場NMRに よる(1-6)結 合の立体配座解析を行なった〈第四章〉。
〈第一章 〉 ヘキ ソース6位 のキ ラル重水素標識
糖のメチ レン水素をキラル重水素標識することは20年前か ら試みられてきたが ユ983年 柿沼に
よ って初めてグルコースで100%の キラリティが達成された。その後,大 類はグルコースとガラ
ク トースに対 してより簡単で確実な方法を開発 した。そこでその方法をマ ンノースに適応してキ
ラル重水素標識 したマンノースを合成することを試みた。また同時に本反応の一般性や立体選択
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性 等 を詳 細 に検 討 す るた め に タ ロー ス,イ ドー ス,グ ロー ス,ア ル ト ロー ス,ア ロー ス に つ いて
も本 反 応 を 試 み た。
重 水 素 標 識 は,1,6一 ア ン ヒ ドロ ー2,3,4一 トリー0一 ベ ンゾ ィル ヘ キ ソ ピ ラノ ー ス3-8
を 出発 物 質 と した二 段 階 反 応(Fig.3)で 行 な った 。1,6一 ア ン ヒ ドロ ヘ キ ソ ピ ラノ ー ス 誘 導
体 で は,6位 は 環 状 に固 定 さ れ,H-6SとH-6Rと は1H-NMRで,そ れ ぞ れH-5と の 結 合
定 数 に よ り確 実 に識 別 可 能 に な る。 更 にH-6e面oは 環 の 立 体 障 害 を 受 け るの で6位 の 二 つ の 水
素 間 で 化 学 的 に も差 が 出 る。
この 旦 一 旦 にFerrierの 光 プ ロ ム化 反 応 を 行 う と旦 一豆は 目的 の6exoプ ロ ム体3B1-5B1を
単 一 の 生 成 物 と して 高 収 率 で 与 え,ま た 旦 一旦 は 目的 の6exoモ ノ ブ ロム体 の 他 に副 生 成 物 と し
て6,6一 ジブ ロム 体 を与 え た(Tabie1)。 本 反 応 で は,C-6が エ ーテ ル 酸 素0-6に よ り ラ
ジ カル が 安 定 化 され るの に対 してC-1,5が 橋 頭位 の た め,ま たC-2,3,4で は電 子 求 引 性 の
ア ジル基 の た め ラ ジカ ルが 安 定 化 され な い の で6位 の み へ の 位 置 選択 的 プ ロ ム化 が 起 き る と考 え
られ る。 また6位 の 立 体 選 択 性 に 関 して は 環er由 面 の 立 体 障害 の他 に β一配 置 を した ベ ン ゾ ィル
オ キ シ基(特 に3位)の 立 体 障 害 が重 要 で あ る こ とが 明 か とな った 。
こ う して 得 られ た6exoプ ロム 体3B1-8B1をBu3SnDで ラ ジ カ ル的 に還 元 す る と 目的 とす
る6exoに 立 体 選 択 的 に重 水 素 置 換 さ れ た(6S)一(6-2H1)一 ヘ キ ソー ス誘 導 体3S-8Sを 与
え た 。 その 立体 選 択 率 は タ ロ型 と マ ン ノ型 で ～100%そ の 他 の 物 で84～93%で あ った(Table
2)。 その 立 体 選 択 率 は光 プ ロム 化 の 時 と 同 様 に説 明 され 得 る。 これ ら生 成 物 の 構 造 と立 体 選 択
率 は 主 に1H-NMRを 用 いて 決 定 した。 そ の一 例 と して マ ン ノ ー ス誘 導 体 の ス ペ ク トル をFig.
4に 示 した 。
以上 の結 果 よ りi,6一 ア ン ヒ ドロヘ キ ソ ピ ラ ノー ス誘 導 体6位 の キ ラル 重 水 素 標 識 反 応 はヘキ
ソ ー スー 般 に適 応 可 能 な簡 便 か つ 高収 率 な 方 法 で あ る こ とが 明 か とな った 。 特 に生 化学 的 に 重 要
な グ ル コ ー ス,ガ ラ ク トース,マ ン ノ ー ス は偶 然 に もC-3に β一配 置 の 置 換 基 を 有 して い た た
あ100%キ ラル な重 水 素標 識 が 可能 で あ った 。 ま た最 も選 択 率 の悪 い ア ロ ー スで さえ84%の 選
択 率 で(6S)《6-2H1)体 を 与 え,通 常 の 目的 に は十 分 使 用 可 能 で あ ろ う。 も し,100%立 体
選 択 的 に重 水 素 化 され た イ ドース,グ ロ ー ス,ア ル トロー ス,ア ロ ー スが 必 要 な らば,先 ず グ ル
コ ース を本 法 に て重 水 素 化 して それ を 既 知 の 方 法 で 変 換 す る こ と も可 能 で あ る。
ま た 本反 応 で は(6S)一(6-2H1)体 を 与 え るが これ をSN2反 応 で(6R)《6-2Hl)体 に
変 換 す る こと は 容 易 で あ る。
〈第二章 〉 ルイス酸 による位置選 択的脱 ベ ンジル化反応 の開発
次に第一章で合成 したキラル重水素標識マンノースをいかに効率よくオ リゴ糖に組み込むかが







第一章で示 したキ ラル重水素標識法は1,6一 アンヒドロ誘導体を経由することが必至である。
そこで1,6一 アンヒドロ誘導体を直接オ リゴ糖合成に利用するために重要合成中間体である1,6
一アンヒドロー2 ,3,4一 トリーO一 ベンジルーD一 マンノース9に ついてルイス酸による位置選
択的脱ベンジル化反応の開発を試みた。なお,ベ ンジル基は糖,並 びに一般有機化学で多用 され
る水酸基の保護基のひとつである。・
9に 何種類かのルイス酸を作用させた所,高 収率で実用的な位置選択的脱ベ ンジル化反応を起
こす二例(TiCl4,SnCl4)(Fig.5)を 見いだす ことができた。本反応は,室 温で30分 以内 に
終了 し非常に簡単であった。この反応で生成 した2位 もしくは,3位 が位置選択的に脱ベンジル
化された化合物10と11は 後に示すようにN一 結合型糖鎖の重要なシントンになりうる。
この位置選択性の発現条件及び本反応が他の糖誘導体 に適用できるか否かを明 らかにする目的
で,ル イス酸(TiCl4,SnCl4)を 他のポ リベンジルエーテルに作用させた。その結果,簡 単な




を測定 した。その結果,水 の存在で直ちに分解 して しまう反応中間体の存在をNMRで 確認する
ことに成功 した(Fig.6)。 更に詳細なNMR実 験を行い1H,13Cの 化学 シフト,J117/11DSn,
・13C等のデータか ら9'の ような錫錯体の構造を決定 した。 「またグリセ リン トリベンジルエーテ
ルとSnCl4やTiCl4と の錯体NMRも 測定することができた。エチ レングリコールジベンジル
エーテルでは,脱 ベンジン化は起きなか ったにも関わらずSnC14 ,Tic14と もに錯体形成が
NMRに よって確認できた。
以上の結果か ら筆者はFig.7の 様な反応機構を推定した。即 ち,SnCl4やTiCl4は 基質分子
中の結合 しやすい位置にある二個のエーテル酸素原子と配位 して六配位錯体を形成する。このよ
うに 璽個 定された中心金属原子"に 近い位置にベンジルエーテルがあると錫やチタンの好酸素性
のため,そ のエーテル酸素原子 と金属原子 に結合している塩素原子との交換反応が起きる。そ
め塩素原子がベ ンジル位を攻撃 してCH2-O結 合が切断され塩化ベ ンジルと金属アルコキシ ドが
生成すると考え られる。このアル コキシドもビピラミダルな六配位錯体を作 っている。これが加
水分解されてアルコールにな る。従 つて,糖 ベンジルエ』テルが中心金属に配位するのに好都合
な三座配位子になり得る構造を有 し,上 記の反応過程を満足するような位置にベンジル基が存在
する場合に選択的な反応が起きると考えられた。
また,9にSnCl4を 作用させて得た10か らは二段階79%の 収率でグルコサ ミン誘導体36に
一4一
変換可能であり,こ のii旦にTiCl、 を反応させ ると82%の 収率で4位 のみ選択的に暁 ベ シジル化
した糖鎖合成に有用なシントンである壁 が得られた(Fig.5)。 本法は従来法より短工程で実用
的である。なお,こ の場合Tic14は アジト窒素と5位 酸素に配位 して4位 を脱ベ ンジル化すると
考えられた。
以上のようにルイス酸 による新 しい位置選択的な脱ベンジル化反応を開発 して,糖 鎖合成用 シ
ントンの簡便な調製を可能とした。
〈第三章 〉 キラル重 水素 標識N一 結合型糖鎖 モデルの合成
第 一 章 で マ ンノ ー スの キ ラル重 水 素 標 識 法 を,第 二 章 で オ リゴ糖 合 成 の シ ン トンへ の新 しい変
換 法 に つ い て 述 べ た。 そ こで 次 に この シ ン ト ンを 用 い て 目的 で あ る キ ラル 重 水 素 標 識 モ デ ル オ リ
ゴ糖,並 び に対 応 す る非 標 識 糖 の 合成 を行 な った 。 そ の 目的 分 子 は 天 然 糖 鎖 の 部 分 構 造 を主 に選
ん だ。 最初 に重 水 素 標 識 した1,6一 ア ン ヒ ドロマ ンノ ー ス誘 導 体 を 基 本 とな る標 識 マ ンノ ース,
メチ ル α 一 マ ンノ ピ ラノ シ ドに 変換 した。 標 識 メ チ ル β 一 マ ンノ ピラ ノ シ ドは 第 二 章 で 見 い
だ した 方 法 に よ り メ チル α一マ ン ノ ピ ラ ノ シ ドか ら変 換 した 。 これ らの6位 を マ ンノ シル 化 して
標 識 α,!9(1-6)一 マ ンノニ 糖 を 合 成 し,・(1-6)結 合 立 体 配 座 解 析 の た めの 基 本 物 質 と
した(F量9.9)。
次 に糖 鎖 中の 分岐 パ タ ー ンが(1「6)結 合 の 立 体 配座 に 及 ぼす 影 響 壷明 らか に す るた め上 記
α(1-6)マ ンノニ 糖 の1,2,3,4位 を更 に糖 で 置換 した モ デ ル分 岐 オ リゴ糖 を 合成 した。 モ
デル 分 子 は,5α ・・加γ飢y・θ3・粥 〃ε3詑gやPy痂 蜘 伽 ・解 駕 な ど真 菌 細 胞 壁 分 岐 マ ンナ ンの モ
デ ル で あ る2,6一 分岐 マ ンノ三 糖,パ イナ ップル 等 植 物 に見 いだ され るキ シ ロー ス含 有 糖 鎖 の
モ デル と して2一 β 一 キ シ ロ シル ー α(1-6)マ ンノニ 糖,普 遍 的 な糖 鎖 コ ア部 分 で あ る3,6
一分 岐 マ ンノ三 糖
,糖 鎖 生 合 成 上 興 味 深 いbisectingGlcNAcを もつ糖 鎖 モデルと して4位 に β 一
N一 ア セ チル グル コ サ ミニ ル 化 した α(1-6)マ ンノニ 糖 と その 脱N一 ア セ チ ル 体,及 び 全 て の
N一 結 合 型 糖 鎖 に共 通 して い る コ ア部 分 の β 一 マ ンノ シル残 基 を含 む三 糖,高 マ ンノ ー ス型 糖 鎖
の モ デ ル と して 分 岐 マ ンノ 五 糖 の 計7種 類 の オ リゴ糖 の それ ぞれ 分 岐 マ ンノ ー ス残基 を キ ラル 重
水 素 標 識 した もの で あ る(Fig.9)。 ま た,リ ソ ソー ム酵 素 の 細 胞 内運 搬 シ グナ ル の単 純 な'モデ
ル と して メ チ ル α一マ ンノ ピ ラノ シ ドー6一 燐 酸 に つ い て もキ ラル重 水 素 標 識 を行 な った。 その
合 成 に は第 二 章 で見 いだ した 位 置 選 択 的 脱 ベ ン ジル化 反 応 を利 用 した放 射 状 の 合成 戦 略 を 考 え た
(Fig.8)。 一 例 と して マ ン ノ五 糖 の 合 成 に つ い て述 べ る(Fig.9)。9SにTiC14を 反 応 させ
て 調 製 した11Sを 二 価 性 糖 受 容 体72Sに 変 換 した。 なお,TiC14と の 反 応 の 際 ・副 生 した10Sは
2,6一 分 岐 型 の三 糖 の 合成 に 用 い た。 一 方,9にSnC14を 反 応 させ て 得 た10は 三 段 階 で α(1
-2)二 糖 性 供 与 体 で あ る α一 ク ロ リ ド97に 導 い た 。 この 二 糖 性 糖 供 与 体97と 先 ほ どの 二 価 性 糖
受 容 体72Sを ト リフル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ン酸 銀 一2,4,6一 コ リ ジ ン触 媒 下 縮 合 させ 一 気 に 完
全 保 護 五 糖 塑 に導 い た 。98旦 は 脱 保 護 して 目的 五 糖i墨 に変 換 した。
一5一
以上のように初あてキラル重水素標識N一 結合型糖鎖モデルの合成に成功 した。この際,ル イ
ス酸による位置選択的ベンジル化反応が大変有効であった。 ・
また,こ れらの合成研究の過程で旦にSnCl4を 作用させ生成 した錫錯体 旦'に糖供与体 として





第 三 章 で 合 成 した モ デ ル オ リ ゴ糖 の1H-NMRを 重 水 中で 測 定 しマ ンノ ー ス6位 周 辺 の立 体
配 座 を 明 らか に す る こ とを試 み た 。 先 ず 単糖 のC-5-C-6単 結 合 の 自 由回 転 の 優 先 配 座(優 先
ω角)を 決 定 した.(Fig.21)。 そ の 解 析 の 手順 は1)重 水 素 標 識 糖 と非 標 識 糖 の ス ペ ク トルを 比
較 してH-6S,6Rの 帰 属 を 明確 に す る。2)J5,『6SとJ5,6Rを 読 み取 る。3)karplus
変 形 式 か ら各 配 座(gg,gt,tg)の 存 在 比 率 を 求 め る。 で あ るが 二 次 ス ペ ク ドル を与 え た 場 合
はLAOCOON皿 に よ るス ピ ン シ ミュ レー ジ ョ ンで 解 析 を 行 な った。
基 本 とな る6位 を修 飾 して い な い α,β 一マ ンノ ー ス,メ チル α,β 一マ ンノ ピ ラノ シ ドで は,1
常 にH-6SはH-6Rよ り も低 磁 場 で 共 鳴 す る こ とを 初 めて 明 らか にで き た。J5,6SはJ5,6R
よ り もど の場 合 で.も小 さ く,配 座 比率 は ア ノマ ー が αの 場 合gg:gt:tg=55144:『1と や や
gg配 座 が 優 先 して い たの「に対 して,β 一アノ・マ ーで はgg=gtか や やgt配 座 が 優 って いた 。 こ
の よ うに ア ノ マ ー に よ って6位 の 優 先 配 座 は 影 響 を 受 け る こ とが 明 か と な った。 何 れ の場 合 で も
tg配 座 は殆 ど存 在 しな か った が,こ れ は4位 と6位 の 酸 素 原 子 同 士 の 立 体 反 発 が不 利 で あ るか ら
と考 え られ た(Fig.2d,21)。
次 に メ チ ル(1-6)マ ンノ ビオ シ ドの(1-6)グ リコ シ ド結 合 中の6角 の解 析 を行 な った。
α(1-6)結 合 の 場 合 で はH=6SはH6-Rよ り高 磁 場 で 共 鳴 し単 糖 の 場 合 と は化 学 シ フ トが
逆 転 す るこ とが 明 らか とな った(Fig」2)。 しか しJ5,66ζJ5,6Rの 関 係 は保 たれ て い た。
化 合 物49で は著 し く シグ ナル が重 な り二 次 スペ ク トル を 与 え たゐ でCOSY並 び にRaneyNi/
D20に よ る 多重 重 水 素 化 を行 な い スペ ク トル の 単 純 化(Fig.`13,14)を 計 った上 で ス ピ ン シ ミ
ュ』レー シ ョ ン によ り叢適 な 結 合 定 数 を 求 め た 。 これ らα(1-6)二 糖 で はgg:gtは60:40～
65「:35程 度 で あ り99が 優 って お り,tg配 座 は や は り殆 ど存 在 しな か っ た。 また β(1-6)
糖 で はH-6S,6Rの 化学 シ フ トは α結 合 した もの とは 逆 転 して,H-6Sは 著 し く低 磁 場 に現 れ
た。 しか し,や は りJ5,6S〈J5,6Rで あ り99:gt:tgは 約551:45:0で あ った(Fig.20,
zi>a
(1-6)結 合 に は ω角 の 他 に ψ,ψ 角 で 規 定 され る 自 由回 転 可 能 な 単 結 合 が 二 本 あ り その 解
析 を 次 に行 な った 。 この 解 析 にはJHHが 使 え な い の で1H核 の 緩 和 速 度 を用 い る こと に した。核
四極 緩 和 が 支 配 的 な 重 水 素 核2Hで 特 定 の 水 素 を 置 換 した と きの 他 の1B核 の緩 和 速 度 の 低 下 は
一6一
特定の条件の下で重水素置換 した 且H核とその測定 している1H核 と9核 間距離に依存するので,
重水素化体と非重水素化体の緩和速度の差を測定することによって分子の三次元的情報を求める
ことができる。
そこでα,β(1-6)二 糖のH-6S及 び6Rを それぞれ立体特異的に重水素化したときの400
MHzに おける各プロトンのスピンー格子緩和速度R且 を非選択的な反転回復法で測定 して非重水
幸猛糖のそれと比韓 して差緩和埣度を求めた。H-1・(6位 に結合 したマンノース残基のアノメ
リ ック プ ロ トン)の 緩 和 速 度 は α(1-6)でH-6Sを 重 水 素 化 しだ とき の 方 がH-6R1を 重 水
素 化 した とき よ り もよ り遅 くな り,β(1-6)で は そ の 逆 で あ った(Fig.』16)。.こ の 結 果 か ら
α(1-6)
.二 糖 で はH-1'はH一 一6Rタ り もH-6Sに 空 間 的 に近 く,逆 に β(1-6);糖 で は
H-1'はH-6Sよ り もH-6Rに 近 い こ とが わか っ た。 この こと はH-1'とH-6S,R間 の
NOE実 験 か ら も支 持 され た(Fig。15)・ 。 以上 の 結 果 か ら ψ噛,ψ角 部 分 の 優 先 配 座 はFlg.17の
よ う に推 定 され た。
ま た,H-6S,6Rの 化学 シフ トはC4-C5とC5-05の 二 っ の6結 合 の 磁 気 異 方 性 効 果 と
1,・3-syh'ジ アキ シ アル 関 係 にあ る酸 素 に よ る低 磁 場 シ フ トで変 化 す.ると考 え,乙 才蕗 続が値 を 配
座 が 明確 な 関連 化 合 物 よ り推 定 し,今 回J5,6よ り求 め た 配座 托 率 を 考慮 して 計 算 す る と実 験値
と ほ ぼ一 致 した。,この こ とは 今 回 求 め た配 座 比 率 の 正 しさ の裏 づ け の一 っ で あ る と と もに 逆 に 化
学 シ フ トか ら配 座 比 率 を 決 定 で き る可 能 性 を 示 す。
次 に 分岐 糖 鎖 モ デル の ω角 の 解 析 を行 な った。2,6一 ま た は3,6一 分 嘩 マ ン ノξ 糖 で はgg
:gt:tg窩7:3:0とggが 優 先 して お り,特 に キ シ ロマ ンノ三 糖 で はggが75%も 占 め て い た 。
こ の キ シ ロマ ン ノ三 糖 は 複 雑 な ス ペ ク トル(Fig.18)を 示 したが 重 水 素 化 され た メ チ レン.プロ
トンの 緩 和 速度 の低 下 を 積 極 的.に利 用 した部 分緩 和 法 が解 析 に 有効 で あ った。 ま#,
bisectingClcNAc含 有 糖 鎖 モ デ ル の4,6一 分 岐 三糖 の脱N一 アセ チ ル体 で はgg:gt:tg篇 』
1:1:0と 他 の 分 岐 糖 に比 べ て 異 な って い た 。 そ のN一 ア セチ ル体 で はH-6S,Rの 化学 シフ ト
か らN一 アセ チル 基 が(1-6)結 合 に近 接 した 配座 が 推 定 さ れ た 。 ま た,こ の よ うな オ リゴ糖
の 複 雑 な ス ペ ク トル の 解 析 に はHOHAHA法 が 非 常 に 有効 で あ る こと が わか った(Fig.19)。
メ チ ル α一D一 マ ンノ ピラ ノ ジ ドー6一 燐 酸 で はpDに よ りH-6S,Rの 化 学 シ フ トは 逆転 し
て お り(Fig.11),J5,6,J31P,ll-6よ りω 角 は99が 優 先 し 一PO3はC5に 対 して ア ンチ
トラ ンス に 優 先 的 に 配 向 して い るこ とが 明 らか とな った。
以上のようにN一 結合型糖鎖の(1-6)結 合の優先配座は分岐パターンによ り異な り,各 パ
ターンの配座とNMR的 性質は本キラル重水素化法によって初めて明 らかにすることができた。
この配座の違いは蛋白質との特異的相互作用に影響すると推定される。また本法はここに示 した
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審 査 結 果 の 要 旨





同氏の開発 した方法はきわめて独創的なもので,6位 に100%キ ラルに重水素化 したマンノー




同君の研究によりモデル化合物の1-6結 合の配産はg9型 が最も多 く,つ いでgt型が存在し,
tg型は殆ど存在しない事が明らか となった。
:本研究は糖タンパク質の三次元構造研究において国際的にも高 く評価されてお り,農 学博士の
学位にふさわしいものと考えられる。
一17一
